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Abstrakt 
Tato bakalářská práce prozkoumává interakce mezi hyaluronanem a částečně 
protonizovanými aminokyselinami lysinem a argininem. K popsání interakcí bylo využito 
reologie a viskozimetrie. K jejich kontrole pak pH-metrie a konduktometrie. Jednotlivé 
vzorky byly proměřeny a srovnávány nejen mezi sebou, ale také z pohledu částečné a úplné 
protonizace. Interakce byly pozorovány v celém rozsahu zvolených koncentrací. 
 
Abstract 
This bachelor’s thesis studies the interactions of hyaluronan with partly protonized amino 
acids lysine and arginine. Rheology and viscosimetry were used to analyze the interactions. 
pH-metry and conductance measurements were used to check the interactions. Individual 
mixtures were measured and the data was compared to each other, but also in terms of partly 
and complete protonization. The interactions have been observed in all selected 
concentrations. 
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1. ÚVOD 
Kyselina hyaluronová byla poprvé získána z očního sklivce skotu v roce 1934. Tento objev 
proběhl na Department of Ophthalmology at Columbia University ve městě New York pod 
vedením Karla Mayera a Johna Palmera. Za dobu její známosti pro lidstvo si získala 
popularitu hlavně v kosmetice a medicíně díky jejím biologicky aktivním vlastnostem. Tato 
látka je přítomna u všech obratlovců, lidskému tělu je tedy zcela vlastní. Na základě těchto 
skutečností je přidávána do kosmetických výrobků, léčiv a doplňků stravy.  
V posledních letech se výzkum směřuje na využití kyseliny hyaluronové jako nosiče léčiv, 
obzvláště pro cytostatika. Bylo zjištěno, že tato látka se ve větší míře vyskytuje v rakovinných 
buňkách než v buňkách nerakovinných díky navázání na buněčný receptor CD44. Kyselina 
hyaluronová by mohla fungovat jako nosič pro dané léčivo, čímž by se omezily vedlejší 
účinky dnešních chemoterapií. 
Tato práce navazuje na předchozí bakalářské práce několika studentů pod vedením 
Ing. Martina Chytila, Ph.D., kteří zkoumali a dokázali elektrostatické interakce hyaluronanu a 
protonizovaných aminokyselin ve svých studiích. Moje práce má prozkoumat interakce 
nízkomolekulového (110–130 kDa) a vysokomolekulového (1500–1750 kDa) hyaluronanu 
s částečně protonizovaným lysinem a argininem. Interakce by měly proběhnout mezi 
aminoskupinou, přítomnou v aminokyselině, a karboxylovou skupinou, přítomnou 
v hyaluronanu. Posílení těchto interakcí jsem zajistil částečným protonizováním aminokyselin 
pomocí kyseliny chlorovodíkové. 
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2. TEORETICKÁ ČÁST 
2.1. Kyselina hyaluronová 
2.1.1. Úvod 
Kyselina hyaluronová je přírodní lineární polysacharid patřící do skupiny 
glukosaminoglykanů, který se nachází ve tkáních obratlovců, kde zastává více funkcí. 
Vysokomolekulový hyaluronan je díky svým viskoelastickým vlastnostem využíván jako 
stavební jednotka v pojivových tkáních a chrupavkách, slouží k přenosu vody, jejímu zadržení 
v těle (naváže až 1000krát větší hmotnost vody než je jeho), hydrataci okolních tkání 
(„promazávání“ kloubů a svalů) [1], zatímco nízkomolekulový hyaluronan má využití při 
buněčné mitóze nebo slouží jako nosič, který se váže na receptor CD44 [2]. I přes svoji 
známost od objevu v roce 1934 se první komerční využití datuje až v roce 1942 jako náhrada 
vaječného bílku pro pekařství. Pro toto využití získal patent Endre Balazs [3]. 
2.1.2. Struktura 
Kyselina hyaluronová (HYA) je lineární polysacharid. V lidském těle se však vyskytuje 
ve formě soli, hyaluronanu sodného, což se označuje jako hyaluronan. Její monomer je tvořen 
ze dvou sacharidových podjednotek a to D-glukuronové kyseliny a N-acetyl-D-glukosaminu, 
které jsou navzájem spojené β (1–3) glykosidickou vazbou. Hmotnost jednoho monomeru 
je přibližně 400 Da. Jednotlivé monomery jsou spojeny β (1–4) glykosidickou vazbou [4,5,6] 
(Obrázek 1). 
 
Obrázek 1: Monomer kyseliny hyaluronové. 
Velikost jedné jednotky je přibližně 1 nm a počet n jednotek se pohybuje v rozmezí 
několika set až deset milionů, čím je možné dosáhnou molekulové hmotnosti až 4 MDa (HYA 
v synoviální tekutině člověka). Délka řetězce tedy úzce souvisí s jeho hmotností [4]. 
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Základem řetězce je glukózový cyklus v β-konfiguraci, čímž se všechny hydroxylové a 
karboxylové skupiny nacházejí v ekvatoriální rovině molekuly. Naopak atomy vodíku jsou 
směrovány v axiální rovině. Díky této vzájemné orientaci je zajištěna energetická stabilita 
molekuly. Z každého monomeru vychází 4 vodíkové můstky, které pomáhají k lepší stabilitě, 
a napomáhají tvořit sekundární strukturu řetězce. Vodíkové můstky jsou tvořeny vodíky 
z glukózového cyklu a kyslíky z hydroxylových a karboxylových skupin [4,5,6]. 
Ve vodě vytváří hyaluronanu vodíkové můstky s jejími molekulami. Karboxylové a 
hydroxylové skupiny v ekvatoriální rovině tvoří hydrofilní (polární) část, zatímco vodíky 
v axiální rovině tvoří hydrofobní (nepolární) část. Při tvorbě můstků se molekula stáčí 
do levotočivého α-helixu [5], přičemž hydrofobní část je uvnitř a hydrofilní vně, a váže se 
na molekuly rozpouštědla (Obrázek 2). Výsledkem je sekundární struktura řetězce, která je 
schopná navázat veliké množství vody (Obrázek 3). Její molekuly se váží na místa původních 
vodíkových můstků. Tato velká hydrofilita a molekulová hmotnost hyaluronanu je klíčová pro 
reologické a viskoelastické vlastnosti [4,5]. 
 
Obrázek 2: Prostorová struktura HYA. 
 
Obrázek 3: Vodíkové můstky HYA a vody. 
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2.1.3. Interakce s aminokyselinami 
Interakcemi mezi hyaluronanem a částečně protonizovanou aminokyselinou jsou myšleny 
zejména elektrostatické interakce mezi záporným nábojem na HYA a kladným nábojem 
na aminokyselině. Jedná se o přitažlivé interakce nekovalentního charakteru (Coulombické 
síly). Jejich dosah je však větší než u ostatních interakcí toho typu. Ty vznikají mezi dvěma 
opačně nabitými částicemi nebo dipóly. Tyto síly lze popsat Coulombovým zákonem 
(Rovnice 1): 
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, kde:  (1) 
r poloměr vzdálenosti částic, 
Q1, Q2 velikost náboje 1 a 2, 
ε0 permitivita vakua, 
εr permitivita prostředí, 
π matematická konstanta udávající poměr obvodu kruhu v eukleidovské rovině. 
V současnosti se zejména medicinální výzkum soustřeďuje na interakce hyaluronanu a 
amfifilů, konkrétně aminokyselin Na rozdíl od kvarterních amoniových solí jsou tělu zcela 
vlastní (tvoří proteiny), a tudíž není problém s toxicitou, degradací či vyloučením. Díky 
přirozenému výskytu hyaluronanu v lidském těle se studuje jeho role nosiče [2]. Jeho 
modifikací s vhodnými aminokyselinami je snaha o změnu vlastností, které by zapříčinily 
navázání léčiva. V této práci se k postranní úpravě řetězce hyaluronanu využívají lysin a 
arginin. Na ně však nelze navázat další molekuly (léčiva), a proto slouží jako model pro studii 
interakcí. 
Podnětem pro výzkum interakcí aminokyselin a HYA bylo zjištění interakcí HYA 
s kationickými tenzidy, jejž jsou stejně jako aminokyseliny amfifily. Stejně jako 
aminokyseliny obsahuje také ve své struktuře atom dusíku. Jako kationické tenzidy se 
využívají hlavně kvarterní amoniové soli. Jedná se o povrchově aktivní látky, které díky 
snížení mezifázového napětí zapříčiní rozpuštění i málo rozpustných látek pomocí 
solubilizace nebo enkapsulace. Molekula tenzidu je tvořena nepolárním řetězcem alkylu a 
polární částí (kationtem). V případě kvarterních amoniových solí se jedná o amonný kation. 
Interakce je přítomna mezi aniontem karboxylové kyseliny na hyaluronanu a amonným 
kationtem. Díky přítomné interakci se lineární řetězec hyaluronanu dochází ke sbalování 
řetězce, což je příčinou poklesu viskozity a růstem vodivosti. Také vlivem navázání tenzidu 
11 
na řetězec hyaluronanu díky elektrostatické interakci může dojít ke změně konformace [7,8]. 
Po překročení kritické micelární koncentrace CMC vytváří tenzid micely. Ty se 
elektrostaticky naváží na řetězec hyaluronanu a viskozita klesá. S přibývajícími micelami 
v roztoku se pokles viskozity vyrovnává. Pod CMC lze interakce také pozorovat. Přídavkem 
elektrolytu lze sice hodnotu CMC snížit, ale zároveň dojde k odstínění interakcí [9]. 
U aminokyselin se tvorba kladného náboje podpoří protonizací pomocí kyseliny 
chlorovodíkové (změnou pH). V mé práci jsem použil částečnou protonizaci, tzn. do pH 
vodného roztoku hyaluronanu. 
2.1.4. Reologické vlastnosti 
Reologické studie vodných roztoků hyaluronanu se používají již několik let ke zkoumání 
jeho vlastností. Reologické vlastnosti hyaluronanu se liší na základě jeho molekulové 
hmotnosti. Vysokomolekulový hyaluronan se při nízkých smykových rychlostech  0  
chová jako newtonovská kapalina, kdy lze tuto oblast charakterizovat pomocí limitní 
viskozity η0. Zde dosahuje limitní viskozita vysokých hodnot. Obdobné vlastnosti má roztok 
hyaluronanu i při vysokých smykových rychlostech   , kdy lze charakterizovat pomocí 
asymptotické viskozity η∞. Při těchto smykových rychlostech je velice obtížné měření 
viskozity. Vždy ale platí, že asymptotická viskozita dosahuje nižších hodnot než viskozita 
limitní a to i o několik řádů. Viskozita roztoku polymerů závisí na teplotě, molekulové 
hmotnosti, charakteru řetězce a koncentraci roztoku. Díky takto vysoké viskozitě při nízkých 
smykových rychlostech dosahuje hyaluronan svých jedinečných viskoelastických vlastností. 
V oblasti mezi uvedenými extrémními smykovými rychlostmi se chování roztoku 
hyaluronanu mění na nenewtonovské (Obrázek 4). To je zapříčiněno rozpletením vzájemně 
propletených jednotlivých řetězců po překročení tzv. kritické smykové rychlosti, která má za 
následek snížení viskozity (pseudoplastické chování). Při proplétání se uplatňují mezi řetězci 
Coulombické síly, avšak řetězce jsou neustále v pohybu a proto se neustále mění [10,11,12]. 
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Obrázek 4: Viskozitní křivka roztoku HYA o hmotnostní koncentraci1 g·dm-3. 
U roztoku nízkomolekulového hyaluronanu (< 50 kDa) se prokázalo newtonovské chování. 
To je způsobeno nedostatečnou délkou řetězce, která neumožňuje efektivní proplétání řetězců. 
Viskozita je konstantní v závislosti na rostoucí smykové rychlosti [13]. 
2.1.5. Výroba a využití 
Kyselina hyaluronová je součástí pojivových tkání, pupeční šňůry, tkání orgánů, kůže, 
sklivce a synoviální tekutiny. V těchto tkáních se vyskytuje přirozeně, čehož bylo využito při 
jejím objevu. V lidských tkáních je nejvyšší výskyt hyaluronanu v pupeční šňůře a v 
synoviální tekutině. Dalšími zdroji mohou být kožní a mozková tkáň či krevní plazma. 
V dnešní době se v menší míře uchovalo pouze získávání hyaluronanu z pupeční šňůry a 
kohoutího hřebínku. Tato produkce byla z větší části nahrazena biosyntézou bakterií rodu 
Streptococus [14].  
Hyaluronan se využívá v kosmetice a medicíně pro jeho biologicky aktivní účinky. Jeho 
výhoda oproti syntetickým preparátům je netoxicita, biodegrabilita a nealergičnost. HYA se 
přirozeně vyskytuje v lidském těle, proto nehrozí záněty či různé formy podráždění. 
Nízkomolekulový hyaluronan zvyšuje syntézu kolagenu a zrychluje hojení ran 
po popáleninách či řezných ranách a umožňuje bezjizvé hojení. Stejný efekt je pozorován 
i v aplikování HYA na sliznice. Využití získal i v očním lékařství a chirurgii v prostředcích 
k zvlhčování povrchu oka a jeho ochraně při očních operacích [6]. Vysokomolekulový 
0,001
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hyaluronan se díky svým viskoelastickým vlastnostem využívá k obnově chrupavek [15]. 
Proto bývá nedílnou součástí léčiv a doplňků stravy (Proenzi, atd.). V neposlední řadě se 
zkoumá jeho využití jako nosiče léčiv zvláště u rakoviny. Bylo zjištěno, že buňky zhoubného 
bujení na sebe vážou hyaluronan ve větší míře než ostatní zdravé buňky. Výzkum se ubírá 
směrem k využití hyaluronanu jako nosiče léčiva, který se váže na receptor CD 44 přítomný 
na povrchu buněk. Vliv spolupráce hyaluronanu a receptoru CD 44 byl také pozorován při 
tvorbě nových cév [2]. 
2.2. Aminokyseliny 
2.2.1. Lysin 
Lysin se v odborné literatuře označuje jako Lys nebo K. Je jednou z esenciálních 
aminokyselin. Nelze ho získat žádným chemickým dějem v lidském těle, a proto se musí 
přijímat v potravě. Jeho hlavními zdroji jsou maso, luštěniny a sójové boby [16]. Je potřebný 
pro svalový růst, produkci kolagenu a pro metabolismus vápníku. Při odbourávání lysinu 
bakteriemi vzniká pentan-1,5-diamin (kadaverin), jenž má za následek toxicitu zkaženého 
masa [17]. V dnešní době se získává biosynteticky pomocí bakterií rodu Corynebacterium 
glutamicum [18]. 
Z chemického pohledu je lysin 2,6-diaminohexanová kyselina (Obrázek 5), a proto se řadí 
mezi bazické aminokyseliny. V kyselém prostředí tedy bude přijímat proton. Izoelektrický 
bod pI je roven 9,59. Disociační konstanty mají pro teplotu 25 °C následující hodnoty 
(Tabulka 1) [19]: 
Tabulka 1:Hodnoty disociačních konstant lysinu. 
Skupina pK 
-COOH 2,20 
-α-NH2 8,90 
-ε-NH2 10,28 
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Obrázek 5: Molekula lysinu. 
Ze struktury lysinu je patrné, že α-uhlík je chirální. Lysin je tedy opticky aktivní a má 
jedno centrum chirální aktivity. V přírodě se vyskytuje ve formě enantiomerů D a L. 
V bílkovinách je přítomen pouze L-enantiomer. 
2.2.2. Arginin 
Arginin bývá v odborné literatuře označován zkratkou Arg nebo R. Stejně jako lysin je 
bazickou aminokyselinou. Je také esenciální, ale pouze v období růstu. V období dospělosti je 
produkován tkání mozku a ledvin. Arginin je meziproduktem při syntéze močoviny a podílí se 
na biosyntéze keratinu. Je výchozím metabolitem syntézy oxidu dusného, který hormonálně 
působí na rozšiřování cév (vazodilataci). Jeho metabolickým odbouráváním v těle vzniká 
2-oxoglutarát, který je součástí Krebsova cyklu [20]. 
Z chemického hlediska se jedná o 2-amino-5-guanidinovalerovou kyselinu (Obrázek 6). 
Hodnota izoelektrického bodu je 11,15, což značí větší bazicitu ve srovnání s lysinem. 
Hodnoty disociačních konstant jsou uvedeny v následující tabulce (Tabulka 2) [21]: 
Tabulka 2: Hodnoty disociačních konstant argininu. 
Skupina pK 
-COOH 2,18 
-α-NH2 9,09 
-NH2 (guanidinová) 13,20 
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Obrázek 6: Molekula argininu. 
Molekula argininu obsahuje stejně jako molekula lysinu chirální α-uhlík, který je 
příčinou její optické aktivity. V bílkovinách je přítomen pouze L-enantiomer, který je 
odpovědný za biologickou funkci aminokyseliny. 
2.3. Reologie 
Počátky reologie sahají do roku 1928, kdy byla zkoumána americkým fyzikem 
E. C. Binghamem a jeho spolupracovníky. Jedná se o vědní disciplínu, která popisuje tok 
hmoty. Její podstatou není charakteristika hmotnostního toku, ale vztahy mezi deformací, 
rychlostí její změny a napětím. Název je tvořen z řeckých slov „rhein“ a „logos“, což lze 
přeložit jako nauka o toku [22,23]. 
K popisu reologie se využívá modelu dvou planárních paralelních desek (Obrázek 7). 
Spodní deska je statická a je na ní nanesen vzorek kapaliny. Horní deska o přesně definované 
ploše A je naopak pohyblivá. Její pohyb vyvolává síla F a po celou dobu pohybu je 
v definované výšce h [24,25]. 
 
Obrázek 7: Reologický model s posuvnými deskami. 
Viskozita vyvolaná pohybem, který způsobí posun desky, je popsána Newtonovým 
viskózním zákonem (Rovnice 2): 
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



 , kde:  (2) 
τ tečné napětí, 
  smyková rychlost. 
Tečné napětí τ je definované jako nápor, který působí v tečném směru, vyvolaný působící 
sílou F na danou plochu A (Rovnice 3). Smyková rychlost  je definována jako podíl konečné 
délky v (po deformaci) a původní délky h (před deformací) (Rovnice 4). Dalšími 
matematickými úpravami lze získat další druhy viskozit (Tabulka 3) [24]. 
Tabulka 3: Přehled výpočtů viskozit. 
Viskozita výpočet jednotka 
Kinematická 


   12 sm   
Relativní 
0
rel


   × 
Specifická 
 
1rel
0
0
sp 

 


  × 
Redukovaná 
w
sp
red

   
-13 gcm   
Inherentní 
 
w
rel
inh
ln 
   -13 gcm   
Limitní viskozitní číslo   inh
0
red
0
limlim 


ww  
-13 gcm   
 
,
A
F

  (3) 







dy
dx
dt
d
dt
dv
 .  (4) 
2.3.1. Dělení kapalin 
2.3.1.1. Newtonovské kapaliny 
Látky, které se chovají podle Newtonova viskozitního zákona, se nazývají jako 
newtonovské kapaliny. Jedná se o čisté kapaliny nebo velmi zředěné roztoky nebo pro roztoky 
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polymerů o nízkých molekulových hmotnostech. Roztok vysokomolekulového hyaluronanu 
se tak chová při extrémních smykových rychlostech, kdy se viskozita blíží nule příp. 
nekonečnu (záleží na velikosti smykové rychlosti). Pro newtonovské kapaliny platí, 
že zvyšováním smykové rychlosti lineárně roste tečné napětí. Zároveň platí nezávislost 
dynamické viskozity na smykové rychlosti (Obrázek 8). Rychlost růstu deformace při 
konstantním tečném napětí je závislá na viskozitě [22,23]. 
 
Obrázek 8: Toková a viskozitní křivka newtonovské kapaliny. 
2.3.1.2. Nenewtonovské kapaliny 
Nenewtonovské látky jsou kapaliny, pro které neplatí Newtonův viskózní zákon v celém 
rozsahu smykových rychlostí. Jedná se např. o roztoky polymerů o vyšších molekulových 
rychlostech. Jejich viskózní křivka jde rozdělit do několika částí (Obrázek 9). V oblasti A, při 
nízkých smykových rychlostech, se látka chová jako newtonovská kapalina a lze ji popsat 
Newtonovým viskozitní zákonem. Stejné chování vykazuje i při velmi vysokých rychlostech 
v oblasti tzv. druhého newtonovského plateau, na obrázku oblast D. Oblast B charakterizuje 
oblast přechodnou mezi oběma typy chování. Zde viskozita může stoupat i klesat. Při dalším 
zvyšování smykové rychlosti se vzájemně zapletené řetězce polymeru rozplétají a viskozita 
prudce klesá [26]. Pro popis oblasti klesající viskozity (oblast C) se využívá Ostwald-
deWaeleho rovnice (Rovnice 5): 
nm   , kde:  (5) 
m konzistence, 
  smyková rychlost, 
n index nenewtonovského chování. 
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Obrázek 9: Viskozitní křivka polymerních látek. 
Nenewtonovské kapaliny lze dále rozdělit na další typy v závislosti na jejich míře. Dělí se 
na dilatantní, plastické a pseudoplastické. Dilatantní kapaliny mají index n > 1. To znamená, 
že s rostoucí smykovou rychlostí roste jejich viskozita. Pseudoplastické kapaliny jsou opakem 
dilatantních. Jejich index n < 1, z čehož vyplývá pokles viskozity v závislosti na smykové 
rychlosti. Plastické kapaliny jsou speciálním případem pseudoplastických kapalin. Ty 
za klidového stavu odpovídají pevnému tělesu. Při překonání meze toku τs dochází k jejich 
toku. Mez toku vyjadřuje minimální potřebou sílu, kterou je třeba dodat molekulám, aby se 
vyrušili interakce mezi molekulami a částicemi v tekutině, čímž se naruší struktura a tím 
může tekutina téct [26]. 
U nenewtonovských kapalin zaujímá značnou roli časová délka deformace. Tato závislost 
má markantní důsledek na reologické chování kapaliny. Pokud viskozita klesá v závislosti na 
působící deformaci, při čemž zároveň dochází k jejich regeneraci původní struktury, nazývají 
se tyto tekutiny jako tixotropní. Jejím příkladem jsou nátěrové hmoty a laky, které se při 
deformaci štětcem lépe nanášejí, jelikož vytvářejí slabou dobře roztíratelnou vrstvu. 
Opakem jsou látky reopexní. Jejich viskozita roste v závislosti na působící deformaci. 
Příkladem je vysoce koncentrovaná suspenze škrobu. V obou případech se po ukončení 
deformace a relaxaci tekutiny vrací vlastnosti na původní (před deformací). Pokud by byla 
poškozena vnitřní struktura vlivem deformace, nemusí se vlastnosti obnovit do původních 
hodnot [26]. 
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2.3.2. Měřící systémy 
Reologické vlastnosti materiálů se měří na reometru pomocí různých geometrií (měřících 
systémů) Tyto geometrie se volí tak, aby vhodně reflektovali vlastnostem systémů a umožnili 
tak změřit přesná data. Měřící systém se skládá ze statické spodní části a rotující horní části. 
Při rotačním měření se získávají data o viskozitě a tokových vlastnostech vzorku. Při 
oscilačním měření obdržíme data vypovídající o elasticitě vzorku[27]. 
2.3.2.1. Systém kužel – deska 
Jedná se o speciální případ systému deska – deska [28], kdy horní rotující část je zkosena 
o úhel α a vzniká kužel (Obrázek 10). Tečné napětí na tomto systému je vyjádřeno následující 
rovnicí (Rovnice 6): 
32
3
R
M




 , kde:  (6) 
M kroutící moment, 
R poloměr geometrie, 
π Ludolfovo číslo. 
Jeho hlavní výhodou je nízká spotřeba vzorku, rychlá temperace, jednoduchá obsluha a 
snadná údržba. Nevýhodou tohoto typu systému je měření nízkoviskózních látek při vysokých 
smykových rychlostech, kdy dochází k vystřikování roztoku z pod měřící desky. Tuto 
nevýhodu lze kompenzovat použitím systému s větší měřící plochou. 
 
Obrázek 10: Měřící geometrie kužel – deska. 
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2.3.2.2. Systém válec – válec 
Systém souosých válců (Obrázek 11) je používán v těch případech, kdy nelze roztok změřit 
předchozím systémem. Jedná se o dva do sebe zasunuté válce, kdy se roztok nachází po obou 
stranách vnitřního válce. Tím se násobně zvětší měřící plocha. Jeho výhoda je patrná při 
vysokých smykových rychlostech pro látky s nízkou viskozitou, kdy nehrozí odtrhnutí 
roztoku a jeho vystříknutí z měřícího systému. Jeho nevýhodou je složité čištění po každém 
měření a vysoká spotřeba vzorku. 
 
Obrázek 11: Systém válec – válec 
2.4. Viskozita a viskozimetrie 
Viskozita je fyzikální veličina, která popisuje vnitřní odpor tekutiny. Ten je 
charakterizován poměrem mezi tečným napětím a změnou rychlosti. Vnitřní tření je tedy 
závislé na přitažlivých silách mezi jednotlivými částicemi. Čím větší jsou síly, tím větší je 
viskozita a tím hůře se tekutina nebo těleso v tekutině pohybuje. Tekutiny s nulovou 
viskozitou se označují jako ideální. Ve skutečnosti nemůže existovat látka s nulovou 
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viskozitou. Veškeré tekutiny jsou tedy viskózní. Viskozita také silně závisí na teplotě a 
zanedbatelně i na tlaku. Můžeme ji rozdělit na dynamickou a kinematickou. 
2.4.1. Limitní viskozitní číslo 
U disperzních systémů rozměry koloidních částic převyšují svými rozměry molekuly 
rozpouštědla (prostředí). Prostředí disperzního systému tedy považujeme za spojité a 
problémy viskozity se řeší podle klasické hydrodynamiky. Pokud je kulatá disperzní částice 
unášená kapalinou, ocitá se v rychlostním gradientu. Částice se pohybuje střední rychlostí vp
,
 
ale v různých vrstvách kapaliny má různý směr. Tím dochází k rotaci částice, jejíž úhlová 
rychlost je rovna polovině gradientu rychlosti. S rostoucí rychlostí proudící kapaliny se mění 
proudění z laminárního toku na turbulentní. Vlivem rychlostních gradientů se nevratně 
promění více práce v teplo než u čistého prostředí [24,25].  
Pro závislost viskozity disperzního systému na koncentraci odvodil Einstein rovnici, která 
platí za předpokladů, že částice jsou tuhé, nedeformabilní koule bez náboje, které mají 
rozměry větší ve srovnání s molekulami disperzního prostředí a jejich koncentrace v prostředí 
je malá. Tyto podmínky popisuje v rovnici pro viskozitu disperzního systému (Rovnice 7). 
Rovnice dále byla modifikována i pro případy, kdy částice prostředí tvoří nekulové částice. 
Opět ale platí, že částice jsou bez náboje a jejich koncentrace v prostředí je malá [24,27]. 
   5210d , , kde:  (7) 
ηd viskozita disperze, 
η0 viskozita čistého prostředí 
φ objemový zlomek disperzního podílu. 
Pro koncentrovanější disperze byla odvozena rovnice, která bere v úvahu změnu 
hydrodynamického profilu kapaliny. Ta je způsobena pohybem dvou nebo více částic různou 
rychlostí blízko sebe. Výsledná deformace toku vede k další disipaci energie. Také během 
míjení částic může vzniknout agregát vlivem přitažlivých sil, kterými na sebe částice působí. 
V případě nekulových netuhých částic (nejsou hustotně homogenní) může ve vnitřních 
prostorách být zadržováno rozpouštědlo. Z těchto důvodů viskozita koncentrovaných disperzí 
stoupá daleko rychleji, než popisuje Rovnice 7. Proto byla rovnice rozšířena rozvojem o další 
členy (Rovnice 8). Agregáty se však mohou rozpadat vlivem vysoké smykové rychlosti. Tím 
dochází k poklesu viskozity a kapalina se chová nenewtonsky. U anizometrických částic 
dochází k orientacím částic podle toku. Čím rychleji kapalina proudí, tím se částice více 
orientuje ve směru toku. Viskozita disperzního systému s anizometrickými částicemi není 
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konstantní, mění se podle natočení částic ke směru toku. Proto je viskozita nejvyšší při 
nízkých smykových rychlostech. Kapalina se opět chová nenewtonsky [24]. 
  33220d 521  kk, , kde:  (8) 
ηd viskozita disperze 
η0 viskozita čistého prostředí 
φ objemový zlomek disperzního podílu, 
k2, k3 konstanty. 
Pro lineární polymery je popis problematiky ještě složitější. Jednotlivé molekuly tvoří 
v roztocích různě stočená klubka. Jejich konformace se mění s časem. Jednotlivá klubka se 
liší tvarem, a proto je i různá schopnost zadržovat rozpouštědlo uvnitř klubek. Podle stupně 
zadržení vody se klubka dělí na neprůtočné a průtočné. Stupeň svinutí klubka závisí na afinitě 
polymeru k rozpouštědlu. Neprůtočné klubko zadržuje množství kapaliny, která je při jeho 
pohybu unášena. Viskozita je závislá na stupni disperze a zvyšuje se s rostoucí molekulovou 
hmotností polymeru. Průtočné klubko tvoří polymery s méně ohybným řetězcem. Molekula je 
spíše tvaru rotačního elipsoidu až tyčinkovitého tvaru. Rozpouštědlo tímto velmi řídkým 
klubkem proudí volně a není nijak mechanicky zadržováno [24,25]. 
Závislost limitního viskozitního čísla, tedy viskozity dispergovaných soustav, je přímo 
úměrná rostoucí molekulovou hmotností dispergovaných částic. To platí pro průtočné 
i neprůtočné klubka. Závislost je popsána Mark – Houwinkovou rovnicí (Rovnice 9). 
Konstanty K a a jsou charakteristické pro soustavu polymer – rozpouštědlo při dané teplotě. 
Podle teoretických poznatků rovnice udává lineární závislost mezi dekadickým logaritmem 
viskozity na dekadickém logaritmu relativní molekulové hmotnosti. Experimenty však 
prokázaly, že se závislost při určité molekulové hmotnosti láme. Tento zlom je 
charakteristický pro danou soustavu [25,29,30]. 
  aMK r , kde:  (9) 
K konstanta Mark – Houwinkovy rovnice, 
a konstanta Mark – Houwinkovy rovnice, 
Mr relativní molekulová hmotnost. 
Z výše uvedených závěrů vyplývá, že lineární závislost viskozity na koncentraci platí jen 
pro velmi zředěné roztoky. V opačném případě je nutno příslušnou rovnici rozšířit. V rovnici 
se tedy v prvé řadě uplatňuje interakce hydrodynamická, v druhé řadě interakce 
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termodynamická. Při stanovení vnitřní viskozity ze závislosti viskozity roztoku na koncentraci 
vyjdeme z Hugginsovy rovnice (Rovnice 10). Hodnota Hugginsovy konstanty se liší 
v závislosti na použitém rozpouštědle. Pro dobrá rozpouštědla nabývá konstanta hodnot 
kolem 0,25. Naopak špatná rozpouštědla zvyšují hodnotu konstanty až k hodnotě 1,0. To je 
způsobeno asociací makromolekul, jejichž četnost roste s koncentrací. Pokud spolu asociují 
dvě makromolekuly, pak podle Mark – Hoowinkovy rovnice vznikne řetězec, který má vnitřní 
viskozitu 2
a
-krát větší. 
    wηkηη 2  Hred , kde:  (10) 
 η  vnitřní viskozita, 
kH Hugginsova konstanta, 
w hmotnostní koncentrace. 
Stejným způsobem byla rozšířena i rovnice pro inherentní viskozitu (Rovnice 11). 
V rozšířeném tvaru s kvadratickým členem se nazývá Kraegerova rovnice. Její směrnice je 
však opačná, než v případě Hugginsovy rovnice. 
      wηkηη 2  0,5Hinh , kde:  (11) 
 η  vnitřní viskozita, 
kH Hugginsova konstanta, 
w hmotnostní koncentrace. 
Pokud do grafu vyneseme závislost redukované viskozity proti hmotnostní koncentraci 
polymeru, dostaneme lineární závislost. Když rovnici rozšíříme o kvadratický člen, závislost 
se změní na zakřivenou. Proto se možnost vzniku chyby řeší společnou extrapolací 
s inherentní viskozitou. Pro tyto dvě viskozity platí, že mají společnou limitu. Výsledný graf 
teoretického modelu je zobrazen na následujícím obrázku (Obrázek 12) [24,25]. 
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Obrázek 12: Společná extrapolace redukované (1) a inherentní (2) viskozity k nulové 
hmotnostní koncentraci. 
2.4.2. Měření viskozity 
Měření viskozity pomocí rotačních viskozimetrů bylo již uvedeno u reologie a jejich 
měřících systémů. Následující odstavce se zabývají jinými možnostmi měření. 
Dynamická viskozita se měří pomocí tělískového viskozimetru. Skládá se z měrné kapiláry 
o poloměru R, do které se dávkuje měřený vzorek kapaliny, a temperačního obalu. Uvnitř 
kapiláry je kulička o známé hustotě ρ a poloměru r. Celá soustava se může naklánět od 0 do 
90°. Dynamická viskozita je spočtena z času pádu kuličky (Rovnice 12). Rychlost jejího pádu 
je dána sedimentační rovnováhou (Obrázek 13). Směrem dolů na kuličku působí gravitační 
síla Fg, v opačném směru působí síla vztlaková Fvz. Rychlost pádu je pak bržděná třecí sílou 
Ft. Gravitační síla je vždy větší než síla vztlaková. S rostoucí rychlostí roste i třecí síla až do 
bodu dosažení rovnováhy [27,31]. 
l
trg



9
2 2 
 , kde:  (12) 
g gravitační zrychlení, 
r poloměr kuličky, 
Δρ rozdíl hustot kuličky a zkoumané kapaliny, 
t čas pádu 
l délka kapiláry. 
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Obrázek 13: Sedimentační rovnováha. 
Podstatou měření kinematické viskozity je stanovení doby průtoku objemu kapaliny 
v kalibrované kapiláře viskozimetru (Obrázek 14). Pro měření musí být známá přesná 
hydrostatická výška kapaliny a striktně se musí dodržet teplota. Nejčastěji se používá  
Ubbel – Ohdeho viskozimetr (tzv. U-viskozimetr). Ze změřeného času a konstanty 
viskozimetru dané výrobcem se kinematická viskozita vypočte podle Hagen – Poiseillova 
zákona (Rovnice 13). 
tK   , kde:  (13) 
K konstanta viskozimetru daná výrobcem, 
ρ hustota, 
t čas. 
 
Obrázek 14: Schéma kapilárního viskozimetru. 
26 
3. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
3.1. Chemikálie 
Hyaluronan sodný v molekulové hmotnosti 1500-1700 kDa byl dodán firmou Contipro 
Biotech s. r. o. sídlící v Dolní Dobrouči v České republice. Tato molekulová hmotnost je 
garantovaná výrobcem. Nízkomolekulový hyaluronan (110-130 kDa) byl dodán firmou 
Contipro Biotech s. r. o., konkrétně její divizí CPN s. r. o. Výrobce garantuje výše uvedenou 
molekulovou hmotnost. L-lysin a L-arginin byly dodány firmou Sigma – Aldrich Chemie 
GmbH sídlící ve Steinheimu v Německu. Výrobce garantuje čistotu minimálně 98 %. Chlorid 
sodný, který byl použit jako prostředí  pro měření limitního viskozitního čísla vyrobila firma 
Lach–Ner  s. r. o. se sídlem v Neratovicích v České republice. Voda pro přípravu roztoků byla 
získána ze systému Purelab umístěném na fakultě chemické VUT v Brně. 
3.2. Metody a vyhodnocení 
3.2.1. Příprava vzorků 
Zásobní roztoky hyaluronanu byly připravovány následujícím způsobem. Ze zásobní 
vialky bylo odsypáno množství větší než potřebné, které bylo dáno k vysušení do sušárny 
na 90 °C po dobu 30 minut. Tímto způsobem byla odstraněna další voda obsažená 
v hyaluronanu. Z tohoto vysušeného hyaluronanu bylo odváženo potřebné množství 
s přesnosti na čtyři desetinná místa na analytických vahách. Roztok HYA byl připravován 
pomocí vrstvení. Nanesla se vrstva vody, na kterou se položila vrstva hyaluronanu, která 
obsahovala pouze část z celkového množství hyaluronanu. Tato vrstva byla překryta další 
vrstvou vody. Postup se opakoval až do úplného rozvrstvení HYA ve vodě. Díky tomu byla 
zajištěna lepší distribuce hyaluronanu v roztoku a také bylo zajištěno rozpouštění polymeru 
v roztoku bez tvorby shluků, které jsou obtížněji rozpustné. Zbytek hyaluronanu, který ulpěl 
na vážence, byl i s ní zvážen. Po spočtení skutečného množství hyaluronanu v zásobním 
roztoku bylo upraveno množství vody pro poslední vodní vrstvu. Roztok byl míchán po dobu 
24 hodin na magnetické míchačce. Uzávěr byl po celou dobu míchání zapečetěn folií 
Parafilm. 
Zásobní roztoky aminokyselin byly připraveny v odměrných baňkách. Navážka s přesností 
na čtyři desetinná místa byla kvantitativně převedena do baňky. Po uplynulých 24 hodinách 
míchání byla provedena částečná protonizace aminokyseliny. Vlastní provedení protonizace 
bylo docíleno pomocí 2 M kyseliny chlorovodíkové, která byla do vzorku aminokyseliny 
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přidávána v několika krocích. Objemy přídavků kyseliny byly maximálně 100 μl a postupně 
se snižovaly na 20  μl. Po každém přídavku byl roztok ponechán několik minut na magnetické 
míchačce. Poté bylo změřeno jeho pH. Hodnoty se odečítaly po 20 vteřinách do pěti po sobě 
jdoucích stejných hodnot. Tímto způsobem se zajistila co nejpřesnější protonizace do pH 
vodného roztoku hyaluronanu. Částečně protonizovaná aminokyselina v roztoku byla 
ponechána tři hodiny na magnetické míchačce. Poté byla provedena kontrola pH roztoku. 
V případě nutnosti bylo pH upraveno kyselinou, kdy byla opět provedena kontrola po třech 
hodinách promíchání. Podklady pro výpočty a titrační křivky daných aminokyselin jsem 
získal z bakalářské práce Jana Zemana a diplomové práce Martina Trojana [32,33]. 
Vlastní vzorek pro měření, který obsahoval přesný objem roztoku hyaluronanu a částečně 
protonizované aminokyseliny byl doplněn deionizovanou vodou na objem pět mililitrů. 
Uzávěr byl zapečetěn parafilmovou folií a byl míchán minimálně po dobu 12 hodin. 
Roztoky chloridu sodného a kyseliny chlorovodíkové byly připraveny rozpuštěním 
spočteného množství výchozí látky v deionizované vodě. Byly míchány po dobu 12 hodin, 
kdy došlo k jejich dokonalému rozpuštění. Při přidání roztoku chloridu sodného do roztoků 
hyaluronanu s aminokyselinou byl výsledný roztok míchán po dobu 12 hodin na magnetické 
míchačce. 
3.2.2. Měřící metody 
3.2.2.1. Reometrie 
Pro roztoky vysokomolekulového hyaluronanu s částečně protonizovaným lysinem a 
argininem byla použita reometrie jako hlavní analytická metoda. Pro měření byl použit 
reometr AR–G2 vyrobený firmou TA Instruments a pro zpracování dat program TA Data 
Analysis od této firmy. Jednotlivé grafy v této práci byly vytvořeny pomocí MS Office Excel. 
Jako měřící geometrie byl zvolen systém deska – kužel s průměrem 60 milimetrů a 
zkosením 1°. Množství vzorku pro měření bylo spočteno samotným přístrojem. Každý vzorek 
byl hodinu temperován na laboratorní teplotu před jeho nadávkováním do měřícího systému. 
Reometr dále vzorek temperoval na teplotu 25 °C, při které probíhalo měření.  
Vlastní měření bylo tvořeno dvěma testy. První Rampa test byl využit jako přibližný model 
měření a k získání předběžných viskozitních dat o daném vzorku. Jako hlavní test byl vybrán 
Steady State test. Ten byl proveden za stejných podmínek jako test předchozí, avšak jeho 
měření je mnohem přesnější. Každý bod viskozitní křivky byl změřen třikrát, při čemž se 
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jejich hodnoty nesmí lišit o více jak 5 %. Pokud byla toková křivka deformovaná (zvlněná), 
byl tento test proveden znovu. Byl ale použit interval smykových rychlostí, při kterých 
nedocházelo ke kolísání tokové křivky. Mezi jednotlivými testy byl vzorek vyměněn, aby se 
zabránilo případnému zkreslení dat vlivem deformace. Při měření byl také využit systém 
Solvent trap, kdy se do žlábku nad kuželem doplňovalo rozpouštědlo, destilovaná voda. Celý 
systém byl pak přikryt a díky tomu nedocházelo k odpařování rozpouštědla ven z měřícího 
systému. 
Ke zjištění limitní viskozity byl použit Crossův model (Obrázek 15), který vhodně 
popisuje chování nenewtonských roztoků. Je definován vztahem (Rovnice 14)): 
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, kde:  (14) 
0η  limitní viskozita pro nekonečně malou smykovou rychlost, 
η  limitní viskozita pro nekonečně velkou smykovou rychlost, 
γ  smyková rychlost, 
cγ  kritická smyková rychlost. 
Pro platnost výsledků získané vyhodnocením pomocí tohoto modelu je nutné, aby velikost 
chyby Standart Error měla hodnotu menší než20. Odchylka je definována vztahem 
(Rovnice 15). Tabulka s hodnotami standardních chyb je uvedena v kapitole Přílohy. 
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 , kde: (15) 
xm naměřená hodnota, 
xc spočtená hodnota, 
n počet měření, 
xmax naměřená maximální hodnota, 
xmin naměřená minimální hodnota. 
Hlavním analytickým parametrem pro studium interakcí je limitní viskozita, zero-rate 
viscosity. Aby na ni měli vliv pouze interakce, byly v průběhu přípravy vzorků pečlivě 
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hlídány všechny faktory, které by mohli hodnotu limitní viskozity ovlivnit. Mezi ně patří 
teplota, koncentrace látek, pH a čistota rozpouštědla. 
Mezi další analytické parametry byla zjišťována konzistence, Counsistency, a rychlostní 
index, Rate Index. Konzistence je čas, při kterém má měřený roztok dané vlastnosti. 
Rychlostní index je údaj, který popisuje rychlost změny z jednoho stavu kapaliny do jiného. 
 
Obrázek 15: Toková křivka HYA o 1 g·dm-3 proložená Crossovým modelem. 
3.2.2.2. Viskozimetrie 
Viskozita nízkomolekulového hyaluronanu s protonizovanými aminokyselinami byla 
změřena na viskozimetru AMVn od výrobce Anton Paar, který fakultě chemické VUT 
zapůjčila firma CPN s. r. o. Vzorky byly hodinu temperovány na laboratorní teplotu. 
Do měřící kapiláry o průměru 1,6 mm byla vložena kulička o průměru 1,5 mm a hustotě 
7,85 g·cm-3. Vzorek byl pomocí injekční stříkačky natažen do kapiláry, která byla v přístroji 
vytemperována na teplotu 25 °C. Do operačního systému viskozimetru byly vneseny údaje 
o měřící soustavě a hustotě vzorku, která byla změřena na hustoměru 3500 M a DSA 5000 M 
od téhož výrobce s přesností na pět desetinných míst. Pro vlastní měření byly zvoleny úhly 
50° a 70°. Maximální možná odchylka daná výrobcem pro reprodukovatelnost změřených dat 
je 0,4 %. 
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Ke zpracování dat byl použit program MS Office Excel, ve kterém byly vytvořeny grafy 
jednotlivých závislostí včetně chybových úseček. Hodnoty chybových úseček byly spočteny 
podle vztahu (Rovnice 16). Měření viskozity na tomto přístroji bylo provedeno pro všechny 
vzorky, které obsahovaly nízkomolekulový hyaluronan. Viskozita byla spočtena podle vztahu 
pro výpočet dynamické viskozity. 
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, kde: (16) 
a  směrodatná odchylka pro HYA s aminokyselinou, 
a viskozita roztoku HYA s aminokyselinou, 
b  směrodatná odchylka pro HYA ve vodě, 
b viskozita pro HYA ve vodě, 
rel  hodnota relativní viskozity. 
3.2.3. Kontrolní metody 
pH-metrie 
Tato metoda sloužila k ověřování stálosti pH roztoků. Zároveň byla použita jako referenční 
metoda při částečné protonizaci aminokyselin. Měření bylo prováděno na pH-metru Mettler 
Toledo. Přístroj byl vždy kalibrován podle návodu výrobce pomocí tří pufrů o hodnotách pH 
2,04; 4,01 a 7,00. Tyto kalibrační pufry jsou dodávané výrobcem pH-metru. Roztoky byly 
nejdříve temperovány na teplotu laboratoře. Vlastní měření probíhalo při teplotě 25 °C. 
Elektroda byla zcela ponořena do roztoku a hodnoty byly odečítány po 20 sekundách 
do ustálení (Tabulka 4). 
Tabulka 4: Ukázka měření pH v čase pro roztok HYA s 7,0 mM Lys+. 
t [s] pH t [s] pH 
0 6,92 180 6,48 
20 6,83 200 6,46 
40 6,78 220 6,45 
60 6,71 240 6,44 
80 6,67 260 6,43 
100 6,61 280 6,43 
120 6,58 300 6,43 
140 6,53 320 6,43 
160 6,5 340 6,43 
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Konduktometrie 
Měření vodivosti bylo provedeno na konduktometru Mettler Toledo a Greinsinger 
Electronic pro vzorky nízkomolekulového hyaluronanu a částečně protonizovaných 
aminokyselin, které byly použity pro zjištění limitního viskozitního čísla. Měření probíhalo 
ihned po měření na pH-metru, tudíž vzorky byly vytemperované. Elektroda byla zcela 
ponořena ve vzorku a každých 20 sekund do ustálení jako v případě měření pH. Elektroda 
byla před každým měřením očištěna, aby se zabránilo zkreslení vlivem ukládání sedimentů na 
elektrodu [34]. 
Měrná vodivost neboli konduktance, je převrácená hodnota měrného odporu. Její měření je 
založeno na propojení velice přesného ampérmetru se dvěma elektrodami o dané ploše 
S a vzdálenosti l. Mezi elektrodami se udržuje konstantní napětí. Konduktance je tedy závislá 
na proudu, který prochází kapalinou, neboli závisí na vodivosti kapaliny. Rovnice pro výpočet 
konduktance vychází z Ohmova zákona. (Rovnice 17) 
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κ měrná vodivost kapaliny, 
G vodivost kapaliny, 
l vzdálenost elektrod, 
S plocha elektrod, 
I proud procházející kapalinou, 
U napětí mezi elektrodami. 
Stejně jako odpor i konduktance se mění s teplotou. S rostoucí teplotou roztoku roste i jeho 
vodivost. V praxi se veškerá měření provádějí při 25°C. Na tuto teplotu se také kalibrují 
všechny přístroje a hodnoty jsou při této teplotě také tabelovány [34]. Při měření za jiné 
teploty se rovnice rozšíří o člen β. Ten zajistí případnou korelaci dat vůči standartní teplotě. 
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4. VÝSLEDKY A DISKUZE 
V následujících podkapitolách jsou uvedeny výsledky a diskuze k jednotlivým roztokům 
hyaluronanu s částečně protonizovanou aminokyselinou v prostředí vody a roztoku chloridu 
sodného. 
4.1. Reologie 
Pokles viskozity je základním předpokladem prokázání elektrostatických interakcí mezi 
hyaluronanem a částečně protonizovanou kyselinou za konstantní teploty. Při měření vzorků 
HYA s argininem/lysinem bylo prokázáno nenewtonské chování vzorků. S rostoucí 
koncentrací částečně protonizovaných aminokyselin ve vzorcích zdánlivá viskozita klesala, 
čímž byly dokázány interakce mezi řetězcem hyaluronanu a molekulou částečně 
protonizované aminokyseliny. 
Obrázek 16 zobrazuje tokové křivky vzorků, které obsahovaly vysokomolekulový 
hyaluronan s částečně protonizovaným lysinem ve vodném prostředí. S rostoucí smykovou 
rychlostí klesá viskozita, což potvrzuje nenewtonovské chování. Další snížení viskozity 
v rámci koncentrační řady způsobil přídavek částečně protonizovaného lysinu. Díky interakci 
mezi molekulami dochází ke sbalování původního nataženého řetězce nativního hyaluronanu 
do sbaleného klubka. 
Obrázek 17 zobrazuje jednotlivé viskozitní křivky vysokomolekulového hyaluronanu 
s částečně protonizovaným argininem. I v tomto případě se prokázalo nenewtonovské 
chování, jelikož viskozita klesá s rostoucí smykovou rychlostí. S rostoucí koncentrací 
argininu v koncentrační řadě také klesá viskozita díky posílení interakcí. Řetězec hyaluronanu 
se tedy opět sbaluje a viskozita klesá. 
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Obrázek 16: Tokové křivky vysokomolekulového hyaluronanu s částečně protonizovaným 
lysinem ve vodném prostředí jako funkce koncentrace aminokyseliny. 
 
 
Obrázek 17:Tokové křivky vysokomolekulového hyaluronanu s částečně protonizovaným 
argininem ve vodném prostředí jako funkce koncentrace aminokyseliny. 
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Pro zjištění limitní viskozity byl použit Crossův model. Z výsledků modelu je patrné, 
že u vzorků s částečně protonizovaným argininem i lysinem limitní relativní viskozita klesá 
s rostoucím přídavkem částečně protonizovaného argininu a lysinu ve vzorcích. Jejich 
porovnání je zobrazeno na grafu (Obrázek 18). 
Tabulka 5: Výsledky Crossova modelu. 
  Arginin Lysin 
cAk 
[mM] 
η0 
[mPa·s] 
Konzistence 
[s] 
Rychlostní 
index 
η0 
[mPa·s] 
Konzistence 
[s] 
Rychlostní 
index 
0,0 146,95 0,02525 0,7697 145,86 0,06055 0,9829 
0,5 63,33 0,01777 0,7139 75,27 0,05582 0,5456 
1,0 42,44 0,01080 0,7013 69,21 0,05472 0,5692 
1,5 28,42 0,00713 0,6939 43,69 0,01707 0,7374 
2,0 22,78 0,00463 0,6673 38,90 0,01508 0,7311 
3,0 19,62 0,00247 0,7189 27,84 0,10230 0,7969 
5,0 9,43 0,00135 0,7022 14,24 0,00336 0,8753 
7,0 7,07 0,00110 0,6906 10,91 0,00250 0,8284 
10,0 5,33 0,00070 0,7737 7,98 0,00192 0,8076 
15,0 3,42 0,00022 0,8445 2,77 0,00166 0,7689 
 
 
Obrázek 18: Porovnání relativních limitních viskozit v závislosti na koncentraci částečně 
protonizované aminokyseliny. 
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K porovnání vlivu protonizace na výsledné interakce mezi HYA s částečně protonizovanou 
aminokyselinou a HYA s úplně protonizovanou aminokyselinou uvádím grafické znázornění. 
Data limitních viskozit pro systém hyaluronan-úplně protonizovaný lysin a hyaluronan-úplně 
protonizovaný arginin jsem získal z diplomové práce Bc. Martina Trojana [33]. 
 
Obrázek 19: Vliv protonizace na relativní viskozitu systému hyaluronan-lysin v prostředí 
0,015 M NaCl. 
 
Obrázek 20: Vliv protonizace na relativní viskozitu systému hyaluronan-arginin 
v prostředí 0,015 M NaCl. 
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4.2. Viskozimetrie 
Viskozimetrické měření bylo použito jako stěžejní metoda analýzy roztoků založené na 
nízkomolekulovém hyaluronanu. Stejně jako u reometrie je teoretickou podmínkou pokles 
viskozity pro prokázání elektrostatických interakcí mezi molekulami. Pro přesnější analýzu 
bylo měření prováděno pod dvěma úhly, a to 50°a 70°. V jednotlivých grafech jsou zobrazena 
data poklesu viskozity v závislosti na koncentraci částečně protonizovaného lysinu. V každém 
grafu jsou uvedena data pro oba úhly. 
V obou případech mají data v grafu tvar křivky, která se se zvyšující koncentrací částečně 
protonizované kyseliny ve vzorcích vyrovnává a stává se lineární závislostí. Pro každý bod 
grafu je vynesena i jeho odchylka spočtená podle vztahu pro směrodatnou odchylku 
(Rovnice 16). Výrobce udává odchylku 0,4 % jako maximální možnou odchylku pro 
reprodukci dat. Při měření jsem se snažil odchylku měření dané hodnoty mít do 0,1 %. 
U křivky závislosti relativní viskozity na koncentraci lysinu (Obrázek 21) dochází po třech 
bodech ke zlomu a prudšímu poklesu hodnot. To je patrně způsobeno konformační změnou 
molekuly hyaluronanu, kdy po změně dochází k posílení interakcí a tudíž i k většímu poklesu 
viskozity. Naopak křivka závislosti pro arginin tento zlom nemá (Obrázek 22). 
 
Obrázek 21: Závislost relativní viskozity na koncentraci. 
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Obrázek 22: Závislost relativní viskozity na koncentraci. 
Pro porovnání interakcí mezi částečně protonizovaným a zcela protonizovaným lysinem 
jsou graficky zpracována data závislosti relativní viskozity na koncentraci (Obrázek 23). Data 
relativní viskozity a koncentrace pro zcela protonizovaný lysin jsem získal z bakalářské práce 
Bc. Jany Chlumské [35]. 
 
Obrázek 23: Závislost relativní viskozity na koncentraci při 50°. 
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4.2.1. Vnitřní viskozita 
Pro vhodné řešení naměřených dat se doporučuje použít data, které leží v oblasti hodnot 
hmotnostní koncentrace v intervalu od 1,2 do 2,5 [36]. Výsledné závislosti jednotlivých 
viskozit na hmotnostní koncentraci hyaluronanu v roztocích a následných extrapolacích 
neodpovídají teoretickému modelu. Výjimku tvoří pouze systém nízkomolekulového 
hyaluronanu s částečně protonizovaným lysinem v prostředí 0,015 M NaCl o koncentraci 
Lys
+
 0,5 mM. V tomto případě se hodnota limitního viskozitního čísla spočetla z regresních 
přímek jako jejich průsečík. Zbylá data se vyhodnotila jiným způsobem. Teoretický model 
předpokládá pro inherentní viskozitu zápornou směrnici přímky. Naměřená data však tento 
předpoklad popírají. Proto k zjištění hodnot limitního viskozitního čísla pro ostatní vzorky byl 
brán na zřetel pouze posun regresních přímek redukované viskozity.  
Z naměřených hodnot a rovnic jednotlivých přímek vyplývá, že 0,015 M roztok NaCl není 
vhodným prostředím pro zjištění přesných hodnot vnitřní viskozity. Dále je patrné, že pro 
dané systémy hyaluronan – částečně protonizovaná aminokyselina není vhodným 
rozpouštědlem  
Na uvedených grafech je ukázka postupu extrapolace a rovnice přímek, ze kterých byla 
spočtena hodnota vnitřní viskozity. Pro další vzorky ze systému hyaluronan – částečně 
protonizovaný lysin/arginin jsou výsledné hodnoty uvedeny v tabulce (Tabulka 6). 
 
Obrázek 24: Extrapolace viskozit pro systém hyaluronan – částečně protonizovaný lysin 
o koncentraci 0,5 mM Lys
+
 při 50°. 
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Obrázek 25: Extrapolace viskozit pro systém hyaluronan – částečně protonizovaný arginin 
o koncentraci 4,0 mM Arg
+
 při 50°. 
 
Tabulka 6: Výsledky extrapolací jednotlivých vzorků systémů hyaluronan – částečně 
protonizovaná aminokyselina. 
cAk 
[mM] 
[η] [cm3·g-1] 
50° 70° 
Lys
+
 Arg
+
 Lys
+
 Arg
+
 
0,5 0,3891 × 0,3810 × 
4,0 0,1555 0,1549 0,1419 0,1559 
10,0 0,1879 × 0,1890 × 
4.3. pH-metrie 
Tato doplňková metoda měření sloužila primárně ke kontrole pH jednotlivých vzorků po 
smíchání hyaluronanu a částečně protonizované aminokyseliny. Po přidání prostředí do 
jednotlivých roztoků jsem očekával vzrůst hodnoty pH z mírně kyselé na přibližně neutrální, 
což se také během měření potvrdilo. Jelikož v prostředí vody a chloridu sodného docházelo 
k úbytku kladně nabytých iontů, docházelo k růstu pH. Samotný hyaluronan může pH měnit 
pouze v omezeném intervalu hodnot, které odpovídají jeho pufrační kapacitě. V roztoku 
reaguje jako slabá zásada. Zároveň jeho vodný roztok má nižší pH než prostředí deionizované 
vody. Mé pozorování tudíž potvrdilo teoretický předpoklad o vzrůstu pH ve vzorcích 
způsobených interakcí mezi hyaluronanem a aminokyselinou. 
y = 0,0244x + 0,2228 
R² = 0,9847 
y = 0,1035x + 0,1549 
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Díky částečné protonizaci hodnota pH vzrostla vlivem posílení elektrostatických interakcí 
mezi jednotlivými nabitými částicemi molekul, avšak změna pH v rámci koncentrační řady 
byla přibližně konstantní. To dokládají i grafy závislostí relativní hodnoty pH na koncentraci 
příslušné částečně protonizované aminokyseliny. 
 
Obrázek 26: Závislost relativního pH na koncentraci částečně protonizovaného lysinu. 
 
Obrázek 27: Závislost relativního pH na koncentraci částečně protonizovaného argininu. 
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4.4. Konduktometrie 
Konduktometrie byla použita jako doplňková a kontrolní metoda k ověření a prokázání 
elektrostatických interakcí mezi anionty na hyaluronanu a protonizovanými aminoskupinami 
lysinu/argininu. Opět byla použita částečná protonizace, tzn. do pH vodného roztoku 
hyaluronanu. Její předností je rychlost a jednoduchá proveditelnost proti reometrii. U vzorků 
s částečně protonizovaným lysinem vodivost zpočátku klesá. Od hmotnostní koncentrace 
1,0 g·dm-3 hyaluronanu v roztoku vodivost prudce roste. V této hodnotě je také u všech řad 
přítomné lokální minimum. Při hmotnostní koncentraci HYA 2,5 g·dm-3 je vodivost 
v příslušných řadách největší. Interpretace naměřených dat je uvedena na grafu (Obrázek 28). 
Vysoké hodnoty na počátku řad jsou způsobeny nízkou koncentrací hyaluronanu v roztocích. 
Částečně protonizovaná kyselina je v nadbytku oproti záporně nabitým iontům na postranních 
řetězcích hyaluronanu. S přibývajícím hyaluronanem v jednotlivých vzorcích vodivost klesá 
až do lokálního minima. V tomto intervalu koncentrací HYA probíhá nejvíce interakcí. 
S dalším rozpuštěným hyaluronanem vodivost roste hlavně díky sodným iontům (z HYA), 
které mají větší pohyblivost než hyaluronan. Nejsilnější interakce jsou v koncentrační řadě 
s obsahem 4 mM protonizovaného lysinu v roztocích. Nejslabší jsou naopak v koncentračních 
řadách s 0,5 mM a 10 mM protonizovaného lysinu v jednotlivých vzorcích koncentrační řady. 
 
Obrázek 28: Závislost relativní vodivosti na hmotnostní koncentraci nízkomolekulové HYA 
v systému hyaluronan – částečně protonizovaný lysin v prostředí 0,015 M roztoku NaCl. 
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U částečně protonizovaného argininu je trend jiný (Obrázek 29). Díky větší povrchové 
hustotě náboje u argininu než u lysinu se náboje přítomné na molekulách vyrušily i při 
minimální koncentraci hyaluronanu v roztoku. S rostoucí koncentrací hyaluronanu vodivost 
roste přibližně lineárně. Bohužel nezbylo více materiálu na proměření dalších koncentračních 
řad jako u lysinu, tudíž nelze porovnat vliv koncentrací lysinu při dané koncentraci 
hyaluronanu na vodivost. 
 
Obrázek 29: Závislost relativní vodivosti na hmotnostní koncentraci HYA v systému 
hyaluronan – částečně protonizovaný arginin s koncentrací 4,0 mM v prostředí 0,015 M 
roztoku NaCl. 
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5. ZÁVĚR 
Cílem této práce bylo prozkoumat elektrostatické interakce mezi polymerní molekulou 
hyaluronanu a molekulami částečně protonizovaných aminokyselin, lysinu nebo argininu. Pro 
posílení těchto interakcí byly částečně protonizovány, aby studie mohla probíhat 
za konstantního pH (pH vodného roztoku hyaluronanu). Jako stěžejní metody byly vybrány 
reometrie, pro roztoky na bázi vysokomolekulového hyaluronanu, a viskozimetrie, pro 
roztoky na bázi nízkomolekulového hyaluronanu. Pro doplnění a kontrolu byla zvolena pH-
metrie a konduktometrie. Interakce byly již prokázány v předchozích bakalářských pracích 
pod vedením Ing. Martina Chytila, Ph.D., kde byly zkoumány na úplně protonizovaném 
lysinu a jeho derivátu. V mé práci však bylo studium zaměřeno na částečnou protonizaci a 
jeho vliv na interakce.  
U reometrie a viskozimetrie byly měřením prokázány elektrostatické interakce, které 
snížily hydrodynamický odpor molekuly hyaluronanu. Lineární molekula biopolymeru se 
vlivem interakcí sbalila, což se projevilo snížením limitní viskozity i konzistence. Díky 
prudkému poklesu viskozity lze usoudit, že v obou případech se jedná o silnou interakci. 
I když s rostoucí koncentrací docházelo k postupnému zmírnění poklesu viskozity, 
nedomnívám se, že by řetězec hyaluronanu byl zcela nasycen. Odhaduji, že k úplnému 
nasycení řetězce by mohlo dojít do dvounásobku mé nejvyšší koncentrace částečně 
protonizované aminokyseliny. Interakce hyaluronanu s částečně protonizovanou 
aminokyselinu jsou celkově slabší než v případě interakcí, kdy byla použita úplná 
protonizace. To dokládají i jednotlivá grafická znázornění uvedená v jednotlivých kapitolách. 
Z měření pro zjištění limitního viskozitního čísla vyplývá, že prostředí 0,015 M roztoku 
NaCl není vhodným rozpouštědlem pro systém hyaluronan – částečně protonizovaná 
aminokyselina. Největším úskalím byla kladná směrnice přímky inherentní viskozity, která 
znemožnila určit hodnotu limitního viskozitního čísla jako průsečík s přímkou redukované 
viskozity. Ze získaných hodnot je patrný trend, kdy s rostoucí koncentrací částečně 
protonizované aminokyseliny klesá hodnota vnitřní viskozity. Také z jejích konkrétních 
hodnot vyplývá, že hydrodynamický poloměr systému hyaluronan – částečně protonizovaná 
aminokyselina je malý. To ve svém důsledku má za následek i nízké hodnoty viskozit. 
Srovnání výsledků pro limitní viskozitní číslo a z měření DLS jsem neprováděl. Nepřijde mi 
to vhodné porovnávat z důvodu souběžně vypracovávané bakalářské práce na toto téma. 
V budoucnu však toto porovnání bude relevantní. 
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pH-metrie a konduktometrie byly použity jako doplňkové kontrolní metody. Z jejich 
vyhodnocení lze prokázat, že částečná protonizace aminokyseliny má vliv na pH i vodivost 
roztoku. To také potvrzuje přítomnost elektrostatických interakcí mezi hyaluronanem a 
aminokyselinou. Interakce mezi vysokomolekulovým i nízkomolekulovým hyaluronanem a 
částečně protonizovanou aminokyselinou byly nejvíce patrné při koncentraci částečně 
protonizované aminokyseliny v rozmezí 0,5 – 10 mM. 
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7. SEZNAM SKRATEK 
HYA kyselina hyaluronová, hyaluronan 
Da Dalton, 
-1mol1gDa 1   
CD44 adhezivní molekuly glykoproteinové povahy vyskytující se na povrchu buněk 
Lys lysin 
Lys
+
 částečně protonizovaný lysin 
pI izoelektrický bod 
pK disociační konstanta 
Arg arginin 
Arg
+
 částečně protonizovaný arginin 
c látková koncentrace 
w hmotnostní koncentrace 
A plocha 
F síla 
h výška 
η dynamická viskozita 
τ tečné napětí 
  smyková rychlost 
CMC kritická micelární koncentrace 
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8. PŘÍLOHY 
Tabulka 7: Standartní chyby z vyhodnocení Crossova modelu pro systém 
vysokomolekulový hyaluronan – částečně protonizovaná aminokyselina. 
 
Standardní chyba 
cAk [mM] Lysin Arginin 
0,0 3,121 4,506 
0,5 3,389 3,542 
1,0 2,123 5,930 
1,5 3,093 7,981 
2,0 4,913 7,577 
3,0 5,366 7,700 
5,0 3,768 1,586 
7,0 4,793 9,780 
10,0 2,225 13,930 
15,0 3,338 2,375 
 
Tabulka 8: Naměřené hodnoty vodivosti pro systém nízkomolekulový hyaluronan –
 částečně protonizovaná aminokyselina. 
 
Lysin Arginin 
0,5 mM 4,0 mM 10,0 mM 4,0 mM 
w [g·dm-3l] G [mS·cm-2] G [mS·cm-2] G [mS·cm-2] G [mS·cm-2] 
0,20 2,05 1,13 2,21 1,82 
0,30 1,94 1,12 2,22 1,93 
0,50 1,93 1,22 2,20 2,00 
0,70 1,92 1,31 2,14 2,35 
1,00 1,85 1,43 2,09 2,45 
1,25 1,92 1,59 2,16 2,75 
1,50 1,99 1,75 2,25 2,94 
2,00 2,08 2,04 2,32 3,37 
2,50 2,13 2,32 2,39 3,62 
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Obrázek 30: Naměřené hodnoty dynamické viskozity systému hyaluronan – částečně 
protonizovaný lysin. 
 
 
Obrázek 31: Naměřené hodnoty dynamické viskozity systému hyaluronan – částečně 
protonizovaný arginin. 
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